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皮肤角质形成细胞 中 受体激活后的蛋白质组差异分析
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，
王 建 ，袁 芳 ， 胡 文娟 （ 上海 市浦东新 区 人民 医 院药剂 科 ， 上海

摘要 目 的 研究皮肤 角 质形成细胞中 辣椒素受体 激活后细胞 中 蛋 白质组 学的变化 ，并 鉴定差异蛋 白质 。 方

法 皮肤角 质形 成细 胞株 细胞经辣椒素 （ 刺激 后
，提取 蛋 白样 品 ，采 用 双 向凝胶 电 泳技术 分离 细胞

总蛋 白 ，用 软件分析对照组和 刺激组蛋 白组图 谱的 表达差异 点 ，再运 用串 联飞行时 间 质谱 （ 鉴

定差异蛋 白 。 结果 刺激 细胞后 ，磷酸 甘油醛异 构酶 、烯醇化 酶 、 磷酸葡 萄 糖酸 内酯 酶和组织 蛋 白酶 蛋 白 表

达水平增高
，
角 蛋 白 和 酸性 核糖体蛋 白 表达量降低 ，这些蛋 白可能在 激活 后 影响细胞功能的 过程 中有 重 要

作 用 。 结论 利 用蛋 白质组学技术 ，研究 皮肤角 质 形成细胞 株 细胞 中 受 体激活 后 蛋 白 表达差异 ， 为研 究

受体的 作用机制 ， 以 及 为研发针对性药物 ，提供新 的线索和 方向 。
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辣椒素 受体 泛存在于非神 经细胞上 例 如呼 吸道上皮细 胞 ，

是表达 于外周初级传人神经元上 心肌细胞 膀胱上皮细胞 ， 胃壁上皮 细 胞和角 质形成

重要 的 伤 害 感 受 器 ，
参 与 了 急 性 炎 症 痛 敏 的 形 细胞 。 有研究表明 ， 活化人表皮 角质形成细胞 中

成 。 研究表 明 ，
辣椒素 激活 （ 后 ，

钙离子 受体能直接导致环氧 酶 的 释放
⑴

。

通道开放 钙离子内 流 胞质 中钙离子浓度升高 ，
引起 这个发现说明 受体可能在角质形成细胞等非

神经元及其纤维释放神经肽 ，如 物质 、神经激肽 、
神经细胞分泌炎症 因子参与 炎症反应过程 中 发挥重

降钙素基因 相关肽 、血管活性肠 肽和兴奋性氨基酸 要作用 ，而其参与诱导致炎 因子和缓激肽等炎症介质

等 。 辣椒素 受体 可 以被内源性 、外源性香草 的分泌表达 会进一步加重炎症反应并刺激末梢神经

醛类物质 、热刺激 、酸 、炎症刺激和组织损伤等激活 。
产生痛感 。 因此 角质形成细胞 中 受体 的功

近来研究发现 不仅存在于神经元细胞 还广 能 尤其是在皮肤神经网络 中 的作用 日 益受到重视
，

被看作是开发抗 炎 和镇痛 药物的 新靶点 。 针对

受体的药物研究也将 为局部镇痛及皮肤炎症

金

目 市 自歸学脑 丨謂侧 浦 区卫
性疾麵治疗带来新的前景 。

作者简介 黄 瑾 、 男 ， 博士 ， 主管药师 ，
蛋 白 质组学技术是

一种立体 、
全面 、快速分析胞

内 蛋 白 差异表达 的重要方法 。 尽管近年来生物质谱
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技术 、色谱技术及生物信息学等学科取得了 巨 大进 束 ，将胶条 取 出 ， 用滤纸 吸 干多余水 分和 矿物 油 ，

步 ， 为高通量的蛋白 质组学研究拓展 了新的方向 ，但 放在平衡缓 冲 液 尿 素 ，

是双向凝胶 电泳技术仍然是 目 前蛋 白 质组学研究的 甘油 ， 中平 衡 再

主要方法 ，
也是 目前唯

一

可以在
一

块凝胶 上同 时分 在平衡缓 冲 液 尿 素 ，

离数千乃至上万个蛋 白质的方法 。 土 甘油 ， 中平衡 。

本实验利用双 向凝胶 电泳方法 ，研究皮肤 角质 将平衡后 的胶 条转 移 至 聚 丙 烯酰 胺凝 胶 上

形 成 细胞 中 受其 配 体 辣 椒 素 （ 端 ，进行 电泳分离 。 电泳完毕后将凝胶

刺激后 ，
细胞内蛋白质组的变化 。 通过差异蛋 取 山

，
进行 固定 ，

用银染法进行染色 。

白扫描和质谱鉴定 ， 发现 活化后的差异表达 图像采集分析 银染的凝胶用 扫描

的蛋 白 ，进
一步解释 受体在皮肤角质形成细 仪扫描 ，获得的蛋 白 质点图像用 图像分析

胞中的作用机制 ， 为研发针对性药物提供新的 线索 软件依次进行蛋 白质斑点位置坐标检测 、背景消减 、

和方 向 。 手工加减点 、差异蛋 白点 的分析等 ，
量化获取斑点的

材料和 方法
胃

型到样 品制备 ，分别进行 了 次双向 电泳实验 。 每

细胞株 人角质形成细胞株 由第 二军 次双 向 电泳 的图谱进行两两 比对分析 ， 寻找 组细

医大 学 长海 医 院皮 肤 科顾 军 教 授惠 赠 。 辣 椒素 胞样品 的差异表达蛋 白 。

购 自 中 国药品生物制品检定所 。 鉴定差异 蛋 白 质 本 实验

试 剂 与 仪器 培 养基 （ 公 司 ） ； 采用 串联飞行时间质谱鉴定差异蛋白 点 。 选取两组

胎牛血 清 （ 公 司 ） 。 胶 条 （ 中表达有差异 的蛋 白 质点 ，将胶切下 ，经胰蛋 白 酶水

、 双 向 电泳起 始试剂盒 解后得到该蛋 白质的多肽片段混合物 ，用 串联

上样缓冲液 （ 飞行时 间质谱仪进行质谱分析 ，激光源为 波

、矿物油 、蛋 白 纯化试剂盒 、蛋 白 定量 长 的 ： 激光器 ，
加 速 电压为 采用正

试剂盒 （ 等均 为 公 离子模式和 自 动 获取数据的模 式采集数据 。 随后 ，

司产品 ；蛋白 酶抑制剂 （ 公司 ） ； 其他试剂均为 直接选择与对照基质 的 图 有差 异的 肽段离子

化学分析纯 。 双 向凝胶电泳第
一

向 等电 聚焦 仪 、第 进行 分析 。 最后 选用 软件检索

二向聚丙烯酰胺凝胶系统 、 扫 描仪为 人类蛋 白序列数据库鉴定蛋 白质 。

公 司 产 品
；
双 向 凝 胶 电 泳 图 像 分 析 软 件 使 用

；质谱

仪为 串 联 飞行 时 间 质谱 仪 刺激 细胞后 蛋 白 质组双 向 电 泳凝

；
胶 图谱 通过优化的 双向 凝胶 电泳条件 ， 获得 了分

纯水仪 （ 公 司 ） 。 辨率高 、背景清晰 的双 向 凝胶银染图 。 图 为溶

实验方 法 剂对照处理 后 细胞总蛋 白 的双 向凝胶

细胞培养与给药 将 常规培养的 细 电泳图谱 ，
其 中

一

向 采用 值 、 长 的

胞 以 传人 细胞培养皿 ，在 孵 非线性固相 胶条 ，
二向为 。 为

箱 中 孵 育过 夜 ，

一

组 为空 白 对 照组 ， 另
一

组 加人 处理 后 ， 细胞总蛋白 的双 向

刺激 。 后收集细胞蛋 白样品 ， 加入 凝胶 电泳图谱
，
上样量 以及 电 泳条件与溶剂对照组

细胞蛋 白裂解缓 冲 液 （ 含蛋 白 酶抑制 剂 ） 冰上 裂解 相 同 。

，收集样 品 ， 条件下 离心 双 向凝胶 电泳 图像差异分析 利用 分

。 取上清
，
使 用蛋 白纯 化试剂盒纯化蛋 白样 析软件对 处理组和对照组的双向凝胶 电泳 图谱

品 ，用 法进行蛋 白 定量 。 然后将处理好的 进行差异分析 。 对照组蛋 白 点总数为 （ ± 而

蛋 白样品分装至 管于 保存备用 。 处理组蛋 白点总数为 （
± 。 其 中 ，有

双 向 电 泳 取 叫 蛋 白 样 品 上样 于 个蛋 白 仅在 刺激组中 出现 有 个蛋 白仅在对

胶 条 ，加人矿物 油 ，
覆盖整 个胶条 表面 。 设置 照组细胞中 出 现 。 差异 倍 以上的蛋 白 质点被认 为

第
一

向等电 聚焦 电 泳条件 ： 被 动水化 ， 是表达有差异 ，
比较两组之间 的平均凝胶 图谱发现 ，

， ， 线性升压到 有 个蛋白 点在两组 细胞 中均存在 。 选取部分分

快速 聚焦 ，
最后 保持 。 待 结 辨清楚 差异明显 的蛋 白质放大图像见图 。
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图 双 向电 泳 图 谱

空 白 对照组 ； 刺激 细胞 后的 处理组 。 横纵轴分别代表蛋 白质 的等 电点 （ 和分子量 （
； 差异 显著的 蛋 白

以箭头指出

点 点 点 点 点 点 点 点

細■莽—
七辦變 ：細觀

图 差 异显著点放大 图

鉴 定部 分 差 异 蛋 白 选取 表 受 辣椒 素 刺 激后 ， 磷酸 甘 油 醛 异 构 酶 （

达量大 ，
且差异显 著的蛋 白质点进行 质 ， 、稀醇化酶 、 憐

谱分析 。 经胶 内 胰酶消化 、质谱分析 、 并将肽质谱数 酸 葡萄糖酸 内酯酶 （ 和 组

据库提交在线 〖

，
在 人类蛋 白 序 列 数据 织蛋 白酶 表达升高 ，

角蛋 白

库 中进行检索 。 根据 软 件算 法 所得积分 ， 结 和 酸性核糖体蛋 白

合蛋 白点在 电 泳图 上 的 分子量 、 等 电 点 信息鉴定差 表达量降低 ， 这些蛋 白可 能在

异蛋 白 。 实验结果 表 明
，
皮 肤 角质 形 成细 胞 激 活后影 响细 胞功 能 的过程 中 有重要 作用 。

表 刺 激 细胞 后表 达 差 异蛋 白

序号 数据库编 号 蛋 白 鉴定 分子设 等电 点 蛋 白质得分 可信区 间

磷酸甘油醛异构酶 （

角 蛋 白

烯醇化酶

酸性 核糖体蛋 白

磷酸葡 萄搪酸内 酯酶

组织 蛋白 酶

为靶点 ，筛选 出对皮肤 角质形成细胞有 抗炎免

疫调节活性的 中 药成分
’

。

新近研究表 明
，
角 质形成细胞既 是皮肤屏障 功 为进一步 了 解 在皮肤 角 质形成细胞 中

能的 重要执行者 ， 还是各种 趋化 因 子和细 胞 因子的 的功 能 和作用机制 ， 本实验用蛋 白 质组学的方法去

重要分泌 细胞 ，
其 生 物 学功 能 以 往被 大大低 估 寻 找 活化后 角质形成细 胞 中 蛋 白质 的表达

了 。 多项研究表 明 ， 参与 了 炎 症 和 免疫激 活 差异
，
以寻找更具有 针对性 的药物靶点 。 经质谱鉴

的过程 。 但在皮肤细胞上的 受体功能研 定表达有差异的蛋 白质后 ，结果表 明 ， 磷酸甘 油醛异

究较少 。 本课题组前期以 皮肤角质形成细胞的 构 酶 、烯醇化 酶 】
， 磷酸葡萄糖酸 内酯酶和组织蛋
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白酶 表达升高 ，而角蛋白 和 酸性核糖体蛋

白 表达量降低 ，
这些蛋 白 可能在 激活 后

⋯ ， ■ —

影响细 胞功能的过程 中发挥重要作用 。

：

磷酸甘油醛异构酶是糖酵解过程中 重要的异 构

酶 存在于多种组织 中 。 它催化二 羟丙酮磷酸 和

甘油醛 磷酸 （ 之 间 的可逆转化 。 磷酸 甘油

醛异构酶缺乏与免疫 系统先天失 调的 多系统疾病 以
丨

及神经退行性蛋 白 质错误折叠病有关
⋯

。 有研
」

：

究发现 型糖尿病合并 神经改 变 的病人 ，其成纤维 誦
，

：

细胞表达 基因与 对照 相似 ， 但蛋 白 丰度 有 所增

力口
，
提示其酶活性可 能降低

⋯
。 在皮肤角质形成 细 岭

胞 中
，
受 活化后磷酸甘油 醛异构酶蛋 白 表达增

“ 一 ，

加 ， 可能与 的免疫调节功能有关 。 烯醇化酶
‘

：

是催化二磷酸甘油 酸转化为磷酸烯醇丙酮酸的关键
，

酶 ，
在糖酵解过 程 中有 重要作 用 ，

同时 还与生长 调

控 、缺氧耐受和过敏反应等关系密切 。 有研究表 明 ’

烯醇化酶与系统性 自 身免疫疾病有关 。 例 如 ， 哮 喘

病人血液 中单核细胞表面烯醇化酶 表达增加 ，
有

■

； ；

】

、

，

招募炎症细胞聚 集 的 作用 。 憐 酸葡萄糖酸 内

酯酶是戊糖磷酸途径过程 中 的
一 个酶 它将 碟酸

葡糖酸 内 酯转变 为 磷酸葡萄糖酸 。 组织蛋 白酶 ，

是天冬氨酸蛋 白 酶 ，特异性与 胃蛋 白 酶相似 ，存在于
丨 丨

，

：

大多数动物组织细胞 内 ， 是一种肽键水解酶 。 组织
“

蛋白 酵 的高表达与肿 瘤细胞的增殖和迁移有关 。

以 上几种酶都是与能量代谢相关的酶 在 激
， ：

活后 出 现蛋 白表达水平的 差异
，
可能与参与 ，

离子通道开放有关
：

角 蛋 白 与皮肤角 质形成细胞的 活化与 增殖
」

，

密 切 相 关 ，
同 时

，
它 还 与 银 屑 病 的 发 生 发 展 有

。

关
】

。 而 酸性核糖体蛋 白 ， 近年来被证头

在肿瘤的生长 与转移过程 中起重要作用 ， 有可 能成 。 ■
：

为肿瘤治疗的新 靶点
丨 丨 】

。 在 活 化的角 质

形成细胞 中蛋 白 表 降低 ， 可 减少细胞 的生长速度
，

弓核糖体的蛋 白质翻译效率 。

这些表达有差 异 的蛋 白 在角 质 形 成细 胞

活化后的生物学功能还 有待于进一■ 步研究 ， 可 〖

为寻找和开发 与 相 关 的抗炎 和 镇痛药物 的
’

■ ， ，

研丸提供新的思路 。

，
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